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@ Verfahren zur Bestimmung der zellvemiitteften Reakthntflt 

Zur Bestimmung der zeirvermmeften Reaktivltat durch 
Behandlung von Lymphozyten in Gegenwart rnigrationsfaru- 
ger Zellen mil einer. die ZdlreaWivital beeinflussenden Sub- 
stanz, bringtman eine Mischung von rriigrafonsf Shigen Zellen 
und Lymphozyten in ein auf einer Tragerplatte aufgebrachtes 
Gel ein, beschichtet die dem Gel zugekehrte Oberflache der 
Tragerplatte mit der die Zellreaktivitat beeinflussenden Test- 
substanz und miBt die Zellmigrationshdfe. die sich auf der 
Tragerplatte bflden. < 31 19 269 > 
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Verfahren zur Bestiimtmng der zellvermittelten Heaktivitat 



Patentanspruche 



1 . Verfahren zur Bestiiranung der zellvermittelten 

Reaktivitat durch Behandlung von Lymphozyten in Gegen- 
wart migrationsfahiger Zellen mit einer, die Zellreak- 
tivitat beeinf lussenden Substanz, Einbringen der behan- 
delten Zellen in ein auf einer Tragerplatte auf gebrachtes 
Gel und Ausmessung der Zellmigrationshofe , die 
sich auf der Tragerplatte bilden, d a d u r c h 

geken. nzeichnet, daB man die dein Gel 

zugekehrte Oberflache der Tragerplatte init der die Zell- 
reaktivitat beeinf lussenden Substanz vorbeschichtet und 
eine Mischunq von migrat i onsf ahigen Zellen und Lympho- 
zyten direkt in das iVL einfuhrt. 
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verfahren nach Anspruch 1 , d a d u r c h 

■ ~ h « t daB man eine Trager- 

gekennzerchnet: , 

platte aus Kunststoff oder Glas verwendet. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man die Misclnmg aus migrations fahigen Zellen und 
Lymphozyten in Locher einer auf der Tragerplatte be- 
findlichen, Zellkulturmedium enthaltenden Gelschicht . 
einbringt- 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafi man die Mischung aus migrations fahigen Zellen und 
Lymphozyten in flussiges Gel einbringt, danach letzteres 
in kleinen Portionen auf die Tragerplatte tropft, er 
starren laBt und mit weiterem Zellkulturmedium enthalten- 
den Gel uberschichtet . 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

man ein Agarosegel verwendet. 

. verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 

•~^v*-«nzeichnet/ 



man als die Zellreaktivitat beeinf lussende Substanz exne^ 
Komponente der Bindungsreaktion zwischen einem spezifxsch 
bindefahigen Protein und einer damit bindefahigen Substanz 
verwendet . 

Verfahren nach Anspruch 6 r dadurch 
gekennzeichnet, daB man als Komponente 

der Bindungsreaktion zwischen einem spezifisch bindefahr- 
gen Protein und einer damit bindefahigen Substanz exn 
Antigen oder ein Hapten zusammen mit einem Protein ver- 
wendet . 
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8 • Verf ahren nach Anspruch 7 , dadurch 

gekennzeichnet , daB man Hapten und 

Protein gleichzeitig oder abwechselnd beschichtet. 

9. Vorrichtung durch Durchf iihrung des Verfahrens nach An- 
spruch 1 bis 8, gekennzeichnet durch eine Geltrager- 
platte (1), welche auf der dem Gel zugekehrten Oberflache 
eine Schicht (2) aufweist, die aus einer, die Zellreakti- 
vitat beeinf lussenden Substanz besteht oder diese enthalt. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichne t , daB die Geltrager- 
platte durchsichtig ist. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 9 oder 1o, dadurch 
gekennzeichnet , daB mehrere Gel- 
tragerplatten (1) Eiit qleichen oder verschiedenen, die 

Ze lire aktivi tat beeinf lussenden Substanzen in Schicht (2) 
auf einer Unterlage (3) zusammengef aBt sind. 
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Verfahren zur Bestimmung der zellvermittelten Reaktivitat 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der zell- 
vermittelten Reaktivitat curch Messung der Migrationshemmung 
migrationsfahiger Zellen, welche durch Lymphozyten bei Kcntakt 
mit einer die Zellreaktivitat beeinflussenden Substanz, nit 
der sie reaktionsfahig sind, hervorgerufen wird. Die Erfindung 
eignet sich besonders fur immunologis ch wirksame, die Zell 
reaktivitat beeinf lussende Substanzen, wie z- B.I Antigene , 
und wird daher im folgenden anhand dieser Ausfiihrungsform be- 
schrieben. 

Lymphozyten setzen nach ern.utem Kontakt mit Antigen, gegen 
welches sie sensibilisiert sind, verschiedene losliche Fak- 
toren frei, von denen ,-inige in der Lage sind, die Wande- 
rung (Migration) anderer Zellen (z. B. Gr anulozy ten , Mooo- 
zyten, Makrophagen) zu beeinf lussen. Diese anderen Zellen, 
im folgenden als migrationsfahige Zellen bezeichnet, 
}-5nnen daher als Indikntorsystem dienen und zeigen im allge 
m~inen durch eine Migrationshemmung an, daB die untersuchten 



Lymphozyten im Sinne der zellvermittelten Immunreaktivi tat 
(cell-mediated immunity (CMD), sensibilisiert sind. Bei einem 
bekannten Verfahren wird dies im sogenannten Leukozyten- 
Migrationstest aus genii tzt. 

Mit Hilfe der Le ukozy ten-Mi grata ons-iii:isimU':;ts kann die 
Sensibilisierung sowohl-- y^yenuber part LkuKiro-n Antigenen 
(Bakterien, Viren, Pilz«n, Tumorzellen, Trcmsplantat- 
spenderzellen) als auch gegenuber 16s lichen Antigenen 
(Proteine, niedermolekulare Verbindungen mit Proteinbin- 
dung) festgestellt werden, soweit sie eine zellvermittelte 
Immunreaktion auslosen. 

Von mehreren Seiten wurde unter Einsatz von Tumorgewebs- 
extrakten eine moglicherweise diagnostisch nutzbare 
Reaktion bei Turaortragern festgestellt . Tumortrager wurden 
mit 7o bis 9o %iger Wahrscheinlichkeit ermittelt land durch 
das Reaktionsmuster gegen verschiedene parallel getestete 
Gewebspraparationen ergaben sich Hinweise auf die Organ- 
lokalisation des Tumors * Neben der Tumordiagnos tik und 
-verlaufskontrolle mit Hilfe -der Le ukozy ten-Mi grations- 
Technik wurden weitere Krankheiten untersucht, bei denen 
zellulare Sensibilisierungen moglicherweise beteiligt sind. 
Als Beispiele seien genannt: 

Bakterielle Erkrankungen (Tuberkulinsensibilisierung) , 
Mykosen, neurologische Erkrankungen, entzundliche Knochen- 
erkrankungen, Coeliakie, drogeninduzierte Hepatitis, 
Toxoplasmose und Arzneimittelallergie Typ IV. 

Zur Durchfuhrung der Bestiramung im direkten Testansatz wird 
z. B. mit einer grob getrennten Suspension aller weifien 
Blutzellen der Testperson gearbeitet, die (im positiven 
Fall sensibilisierte) Lymphozyten (Faktorf reisetzung) und 
Granulozyten als Indikatorzellen (im allgemeinen Migrations- 
hemmung) enthalt. 



Dieses Prinzip der Leukozytenmigrationshemmung zur Testung 
der zellvermittelten Immunreakti vi tat beim Menschen wird 
g ema3 Acta med. scand 13! (1967), 247-256 in die Kapillar- 
technik ubertragen. Hierbei werden die Zellen in kleinen 
Glaskapillaren zentrif ugiert , das Ende der Kapillare mit 
dem Zellsediment abgeschnitten und auf dem Boden einer 
Konuner derart plaziert, dafl die Zellen in unregelmaBiger 
Pilzform auf dem Boden auswandem. Die Kammer ist mxt 
Zellkulturmedium gefullt, in dem sich beim Testansatz 
das geloste Antigen befindet. Die Migrationshofe werden 
vermessen, z. B. durch Pianist rie, und als Testergebnis 
ein Quotient aus der Flache der ausgewanderten Zellen ohne 
bzw mit Antigenzusatz gebildet. Nachteile dieses Verfah- 
rens ergeben sich durch die aufwendige und nicht standardx- 
sierbare Vorbereitung der Kapillaren und die unregelmaBige 
und nicht berechenbare Form der Migrationshofe. 

Urn diese Nachteile zu beseitigen, wurde der sogenannte 
"Leukozyten-Migrations-Test unter Agarose" (LMTA) ent- 
wickelt (Acta Allergol. 26 (1971), 56-8o> , auf den die 
im folgenden beschriebene Erfindung xiaher Bezug nimmt. 

Bei der LMTA-Hethode werden die Zellen zunachst mit dem 
Antigen kurze Zeit inkubiert und dann in Locher exngefullt 
die in einer erstarrten Agaroseschicht ausgestanzt werden. 
Die Agaroseschicht wurde zuvor unter Zusatz von Zell- 
kulturmedium hergestellt. Aus den Lochem wandem dxe Zel- 
len zwischen Agaroseschi cht und Unterlaye aus und bxlden 
rec,elma0ig kr^isformige HOfe. Das Eryebnis wird, wie be- 
schrieben, als Quotient von Kontroll- und Testansatz er- 
mittelt . 

GegenUber der Kapillartechnik- erlaubt die LMTA-Methode 
eine groBere Anzahl von Ansatzen und liefert regular 
Rreisf6rmige Migrationshof e sowie scharfere Randzone* 
die besser auszumessen sind. Sie konnte jedoch nicht alle 
Nachteile der Kapillartochni k beseitigen und hat selbst 



neue Probleme aufgeworfen, namlich 



- Bei der Serientestung von unterschiedlichc±n Zellen- 
suspensionen in groBer Anzahl spielt der Zeitfaktor 
bei der Vorbereitung der Kinzel ansiitze eine wesent- 
liche Rolle, so daB die Vorinkubatioh mi t Antigen in 
der LMTA-Methode sehr, ungiinstiq ins «ewicht fallt 

(1 h Vo rink ub at ions zeit, mit Umfullen der Proben 
1/2 - 2 h) . 

- Hinzu kommt der zusatzliche Verbrauch von Einwegmaterial 

(Pipetten, Reagenzglaser) , sowie 

- Zellverluste durch mehrfaches Umfullen und daneben 

- mogliche Alteration der Zellen. 

- Nach wie vor geht Zeit fur die Vorbereitung und das 
Einf alien der Antigengebrauchsverdunnungen verloren, 
die in Test eingesetzt werden sollen, zusatzlich ent- 
stehen Fehlerquellen. 

Diese Nachteile stehen der industriellen Fertigung und 
Verbreitung eines Testbesteckes auf der Grundlage des 
LMTA entgegen. 

Analog liegen die Verhaltnisse bei anderen, die Zellreak- 
tivitat beeinflussenden Substanzen. 

Der Erf indung liegt daher die Auf gabe zugrunde , die auf- 
gezeigten Nachteile, insbesondere des LMTA, zu iiberwinden. 
Zur LSsung dieser Aufgabe wurde die zu testende Substanz 
-direkt an die Migrations flache gekoppelt und die Probe 
migrationsfahiger Zellen unmittelbar auf die vorbehandel te 
Flache aufgebracht. 



Danach ist das erf indungsgemaBe Verfahron zur Bestimmung 
der ze llvermittelten Immunreaktivitat durch Behandlung 
von Lymphozyten in Gegenwart migrations fHhiger Zellen 
nvit einer, die Zellreaktivitat beeinf lussenden Substanz, 
Binbringen der behandelten Zellen in ein auf einer Trager- 
platte aufgebrachtes Gel und Ausmessung der Zellmigr at, ons- 
hore, die sich auf der Tragerplatte bilden, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die dem Gel zugekehrte Oberflache der 
Tragerplatte -it der die Zellreaktivi tat beeinf lussenden 
Substanz vorbeschichtet und eine Mischung von mic^ations- 
fahigen Zellen und Lymphozyten direkt in das Gel emfuhrt 
(droplet-Test) oder in Stanzlocher einbringt. 
Als die Zellreaktivitat beeinf lussende Substanz wird bevor- 
2U gt eine Komponente der Bindungsreaktion zwischen einem 
Zzifiscb bindefMhigen Protein und einer damit bindefahxgen 
Substanz, insbesondere ein Antigen, eingesetzt. 

Als Antigen konnen im erfindungsgemaBen Verfahren sowohl 
dL oben erwHhnten partikularen als auch die lichen 
Antigene einschlieBlich der Haptene vervrendet werden, 
die erst nach Bindung an eine Tragersubs tanz mxt 
antigener Wirksamkeit , insbesondere an Protein, eine 
Immunantwort hervorrufen konnen. 

Die Beschichtung der Tragerplatte erfolgt, ggf . nach einer 
aktivierenden Vorbehandlung, entweder rein adsorptxv, 
durch chemische Fixierung nach . ublichen Methoden, durch 
physikalische Vorbehandlung oder chemische Bindung nach 
11 dem Fachmann bekannten Methoden der Tragerf.xxerung 
Derartige Methoden sind dem Fachmann gelaufig und brauchen 
hier nicht naher beschrieben zu werden - 

bie Oberflache der Tragerplatte, welche die Migrations- 
fl Mche darstellt, kann aus den ublichen Kunststoff- 
m aterialien, wie sie ixn allgemeinen fur Gewebe- und 8.11- 
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kuituren verwendet werden, aber auch aus Glas, und ahn lichen 
Materialien bestehen. Bevorzugt werden durchsichti ge 
Materialien, da sie in manchen Fallen eine erleichterte Jus-, 
wertung der Migrationshofe zulassen. Die Mi ^rations ober- 
flachen werden normalerweise einfach mit der zu testenden 
Substanz, zweckmaBig in wassriger Losung, ub^rgossen , einige 
Zeit einwirken gelassen und danach mehrfach gospiilt. Beispiels- 
weise werden iibliche Petrischalen mit einer Losung- eines Anti- 
gens in solcher Menge beschickt, daB die Oberflache bedeckt 
ist, einige Zeit stehengelassen und schlieBlich ausgeleert und 
nachgewaschen . 

Als Gel wird vorzugsweise Agarosegel verwendet, jedoch 
konnen auch andere ahnliche Eigenschaf ten aufweisende 
organische Gele verwendet werden. Die Gelschicht wird 
hergestellt, indem man beispielsweise Agarose in desti- 
liertem Wasser durch Erhitzen im Wasserbad lost. Je nach 
Fabrikat sind dabei Endkonzentrationen zwischen etwa 
o,75 und etwa 1 ,0 % zweckmaBig- Nach Abkiihlen auf etwa 
48 °C wird mit Zellkulturmedium, zweckmaBig doppelt kon- 
zentriertem Zellkulturmedium, und inaktiviertem Serum 
versetzt. Eine Endkonzentration urn 1o % hat sich bewahrt. 
Zellkulturmedien mit speziellen Zusatzen, die eine hin- 
reichende Migration bewirken, z. B. Gemisch von Albuminen, 
Lecithin bedurfen keines Se rumzus atzes . 

GemaB einer ersten Ausfuhrungsf orm der Erfindung, die vom 
oben erwMhnten LMTA-Prinzip ausgeht, wird die noch warme 
Agaroselosung auf die vorbereiteten , z. B. mit Antigen be- 
schichteten Tragerplatte verteilt und erstarren gelassen. 
Dann werden Locher ausgestanzt, wobei sich ein Durchmesser 
von 1,5 bis 2 mm als besonders zweckmaBig herausgestellt 
hat, obwohl auch groBere und kleinere Durchmesser angewen- 
det werden konnen. Falls die so vorbereiteten Plat ten 
langere Zeit aufbewahrt werden sollen, erfolgt dies zweck- 
maBig unter LuftabschluB und ggf. unter Verwendung von inerten 
Olen zur Versiegelung . 
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Zur Durchfuhrung des erf indungsgenuiBen Verf-hreno wxrd 
Blut -it einem Antikoagulans , vie Heparin, und zweckxnaBxg 
auch einem Ublichen Sedirnentationsbescbleuniger versetzt 
und inkubiert, bis der leukozytenbaltige bernstexnf arbene 
Uberstand klar abgegrenzt ist. Bei einer Inkubationstercpe- 
ratU r von 37 Cist hierfOr i» allgemeinen etwa eine Stunde 
erforderlich. 

Der uberstand wird abgetrennt, zentrifugiert , die Zellen 
werden gewaschen, ausgezahlt und auf die gewunschte 
Packungsdichte eingestellt. ZweckB&Big sind etwa o,5 bxs 
4 x 1o 5 weiBe Zellen/pl, empfohlen werden 2,5 x 1o Zellen 
pro nl. Gunstigerweise werden jeweils 3 bis 4 Parallelan- 
satze vorgesehen. Eine etwaige Erytbrozytenkontaminatxon 
wird durch L-yse besextigt, beispielsweise mit destilliertem 
Wasser Die erhaltene Zellsuspension wird dann xn dxe 
Stanzlocher der Gelplatten gleiclunaBig verteilt und b ex 
37 C inkubiert. Die Auswertung kann zwischen 4 Stunden und 
24 Stunden nach Beginn der Inkubation erfolgen. Nach «** 
als 24 Stunden tritt keine nennenswerte zusatzlxche Mxgratxon 
nehr auf. Besonders leicht auswertbare Ergebnisse werden bex 
\ 5 bis 2o stundiger, vorzugsweise 18 stundiger Inkubations- 
dauer erhalten. 

Zur auS wertung warden die gebildeten ^^^"^ 
nessen. Da sie no^alerweise eine Krexefor* auf 

weisen genttgt es, lediglich den Dur=h,»e S ser der Magratxons- 
hofe zu besti»»en. SchlieBlich bildet -an den Quotients. 

j.. (MTl aus der mittleren Flache 
den sogenannten Migrationsindex (MI) aus der 

bzw. dem mittleren Dur=h»..er der Migrationshofe nit und 
ohne Antigen bz„. *u ^tender Substanz. »*?->"* werden 
die zu ^ssenden IBSfc durch Projection ^rgrotert. Die Hofe 
Konnen It geeigneten optisehen Verfahren nativ *. «* 
vcrheriger Fixierung nnch den in der Histoiogie ubiiohen 
Pix S erungs»ethoden. ™x».«» -«*»■ «~— di * 
„ofe fixLrt, 5 o Kann die celschicnt, au £ deren Onterse.te 

h£ ,fin(1pn vor der Messung von der 
sich die Migrationshofc- befxnaen, 



Tragerplatte abgehoben werden. Giins tig 1st fur die. Auswer- 
tung der Einsatz eines programmgesteuerttin Rechners. 

Die Durchfuhrung des Verfahrens unter sterilen Bedingungen 
ist giinstig, die Anf orderungen an Sterilitat sind wegen der 
kurzen Testdauer jedoch nicht hoch. 

Diese Ausf uhrungsf orm der Erfindung en twickel t den bekannten 
LMTA— Test durch Zusamnien fas sung von Testsubs tanzprasentation 
und Zellmigration zu einem Einstufenverfahren weiter, welches 
als "solid-phase LMTA" bezeichnet werden kann/ Die Vorteile 
gegenuber dem bekannten LMTA sind wesentlicht: Zeitersparnis f 
.Ersparnis an Einwegmaterial , Vermeidung von Sellverlusten 
und damit Einsparung an Patientenblut , Einsparung von Vorbe- 
reitungsarbeiten wie Losen, Einfullen, Verdiinnen der Test- 
substanz, minimale Alteration der Zellen, die unmittelbar ih- 
rem endgultigen Einsatzort zugefuhrt werden, verringerter 
Bedarf an Testsubstanz durch Ruck gew inn ung des uberschiissigen , 
nicht an die Mi grationsoberf lache gekoppelten Anteils sowie be- 
sondere Eignung zur Herstellung von . Testbes tecken, da die vom 
Anwender auszufiihrenden Arbeitsschritte weitgehend verringert 
werden und Fehler bei der Zubereitung ent fallen - 

GemaB einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfindung kann diese 
auch auf dem Prinzip des sogenannten Le ukozy ten-Mi grati on s - 
Tropf chen tests (LMDT; > 
durch gefiihrt werden. Beim bekannten LMDT-Test werden die mit 
einem Antigen vorinkubierten v/eifien Zellen in kleinen Agarose- 
tropfchen -auf Oberflachen auf ge tropf t und erstarren dort. 
Nach tiberschichtung der kleinen Tropf chen mit Zellkulturmedium 
konnen die Zellen aus den Tropfchen auf der Trageroberf lache 
auswandern. Erf indungsgemaB wird ans telle einer Vorinkubation 
der weiBen Zellen mit Antigen wie der eine antigenbeschichtete 
Trageroberf lache verwendet. Die weiBen Zellen werden dann di- 
rekt in Weichagarose verteilt, auf die mit Antigen beschichtete 
Oberflache in Form kleiner Tropfchen aufgebracht, erstarren 
gelassen und mit Zellkulturmedium iiberschichtet . Diese Ausfuh- 
rungsform der Erfindung 



kann als solid-phase LMD* bezeichnct »erd*n. Die ttbrigen 
Bedingungen sind die gleiche* wie oben beim solid-phase 
LMTA beschrieben. Das verfahren ist. wie oben erlautert. 
n i~ht nur far Antigene Oder andere i™r. U nologisch reahtive 
Sub-stanzen. z. B. Antikorper. sondem ,an, fur 
die Zellreaktivitat beeinf lussende Substanzen (Testsub- 
stanzen, anwendbar. Beispiele hierfur sind mkibitoren von 
zellme.nbrar.enzv.en, Pharraaka bzw. andere Testsubstanzen , . 
durch welche die ZelUnigration durch ein nicht rmmunolo- 
gisches Wirkungsprinzip beeinfluBt wird. 

Eln veiterer Gegenstand der Erfindung 1st eine Vorrichtung 
zur Durchfuhrung des erf indungsge-SLBen Verfahrens Sre ist 
' iekennzeichnet durch eine Geltragerplatte (1). «el*e auf 
L dem Gel zugekehrten Oberflache eine Schicht <2) auf- 
weist, die aus einer die Sellreaktivitat beeinflussenden 
Substanz besteht Oder dieses erithalt. Vorzugswei 
die Geltragerplatte aus dur=hsichtige m Material, am eine Aus 
„essung und ggf . Projektion der Migrationshefe onne F,xie- 
rung und Sbnahme der Celschicht z» gestatten. 

C^M einer bevorzugten Ausfuhrungsform dieser Vorrichtung 

sind »ehrere Geltrligerplatten O). die gleiche Oder ver- 

schiedene die zellreaktivitat beeinflussenden 

Schicht (2) tragen. auf einer ger*einsanen Dnterlage (3) zu 

sa»engefa Bt . Diese ge,»einsar«e Dnterlage kann beispie^se 

aua einer soh.chtelartig Oder in anderer Weise 

Platte It vorgeforraten vertiefungen bestehen, in welche da. 

a i„zelnen Geltragerplatten O, eing^ogt sind. 

lage (3) Bit den Geltragerplatte.. (1) Kann dan» mat dem Gel 

ObLschichtet werden. Die Schicht (2) auf der 

te (1) kann die dera Gel zugekehrte Oberflache ganz Oder te.l 

„Lse bedecken. Bei teilweiser Bedeokung. die beispielsweise 

nU r eine Halfte der Oberflache umfaBt, kann auf de» keine 

Schicht (2, tragenden 1.11 der Geltragerplatte der Kontroll- 

ansatz durchgefiihrt werden. 
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Die folgeriden Beispiele erlautern die Erf indung waiter in 
Verbindung mit der beigefiigten Zeichnung. In dieser stellen 
dar : 

Fig. 1 eine grafische Darstellung der absoluten Flachen 

von Migrationshofen in Form von Saulendiagrammen, 
die nach dem Verf ahren von Bei spiel 1 erhalten 
warden . 



Fig. 2 eine grafische Darstellung der Kigrationsindizes 

menschlicher Leukozyten bei dem im Bei spiel 2 
beschriebenen Verf ahren. 

Fig* 3 eine Zeichnung einer erfindungsgeraaBen Geltrager- 

platte (1) mit der antigenhaltigen Schicht (2) im 
Schnitt . 

Fig- 4 eine schematische Darstellung der erf indungsge- 

maBen Vorrichtung mit einer Mehrzahl von Geltrager- 
platten (1), die auf einer gemeinsamen, schachtel- 
bodenartigen Unterlage (3) zusammengef afit sind. 

In Fig. 1 sind auf der Abszisse die Mittelwerte der Migrations- 
hofe aufgetragen* Jeweils unter den Kolumnen sind die Mi- 
grationsindizes fur Flache (A) und Durchmesser (B) aufgetra- 
gen, die als Quotient der jeweiligen Ergebnisse auf unbe- 
schichteten, mit HSA (Humanserumalbumin) oder RGG (Rinder- 
Gammaglobulin) beschichteten Oberf lachen berechnet wurden. 



In Fig. 2 bezeichnet Kolumne I Polystyroloberflache mit 
sechswertigem Chrom beschichtet, Kolumne II Polystyrolober- 
flache mit dreiwertigem Chrom beschichtet, Kolumne III 
Polystyroloberflache mit sechswertigem Chrom unter Cystein- 
zusatz beschichtet und IV Polystyroloberflache mit HSA und 
anschlieBend mit sechswertigem Chrom beschichtet. Die 
schwarzen Kreise stellen Ergebnisse von Patienten mit 
Chromatekzem, die weiBen Kreise die Ergebnisse mit nicht 
sensibilisierten Kontrollpersonen dar. 



in Fig 3 ist in stark vergreBerter Form ein Schnitt durch 
ein- erfindungsgemaSe Geltrugerplatte (1) mit einer darauf 
befindlichen Schicht (2) , welche Antigen enthUt, darge- 
stellt. Die dargestellte Schicht (2) entspricht der Schicht 
von Beispiel 2, bei welcher niedermolekulares Hapten in 
der eigentlichen Proteinschicht verteilt vorliegt. Die 
Hapten-Molekiile sind dabei schematisch durch die Punktierung 

dargestellte 

Fig 4 zeigt eine plattenformige Unterlage (3), die einen 
erhohten Rand (4) aufweist und 16 in vorgeformte Vertiefungen 
eingelegte Geltragerplatten (1) enthalt. Durch UbergieSen 
mit einer Gelschicht und Einbringen der weiBen Zellen m 
in die Gelschicht eingestanzte Locher oder in Form von 
Tropfchen vor Aufbringung der Gelschicht kann dann das er- 
findungsgemaBe Verfahren einfach durchgefuhrt werden, wobei 
entweder eine Mehrzahl von verschiedenen Antigenen fur eine 
Ontersuchurxgsperson oder eine Mehrzahl von Outers uchungs- 
personen fur das selbe Antigen getestet werden kSnnen. 



Beispiel 1 

Meerschweinchen vurden mit verschiedenen Proteinen nach 
einem Schema immunisiert, welches im wesentlichen zu 
zellularer Sens ibilisie rung fiihrt. Granulozytenreiches 
Peritonealexsudat dieser Tiere wurde verwendet und dxe 
daraus isolierten Zellen in Stanzlocher von Agarose- 
schichten eingefiillt, die sich in Petrischalen befanden, 
an deren Boden verschiedene Proteine adsorptiv gebunden 
worden waren. 

a) Immunisierung der Vt-rsuchs tiere 

■ 10 o ug Human-Serum-Mbumin (USA) oder Kinder- Gamma- 
Globulin (RGG) wurden in isotonischem Phosphatpuf fer 

- 1 mit komolettem Freund'schen Adjuvans (Difco 
Laboratories, Detroit, Michigan) vermischt und in 
o,5 ml auf die Fuflballen der Hinterpfoten und die 
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Nackenhaut von ca. 4oo g schweren wt/iblich^n Meer- 
schweinchen verteilt. Nach li bis 14 Tagen ist die 
maximale Hautreaktidn f es ts tellbar . 

b) Test der Hautreaktivitat 

2o fig Protein in o,1 ml o,15 M Kochsalzlosung wurden am 
kthernarkotisierten Tier intrakutan in das auBere Drit- 
tel eines Meerschweinchenohres appliziert und in gleicher 
Position am anderen Ohr o,l ml Kochsalzlosung als Kon- 
trolle. Nach 24 h warden am athernarkotisierten Tier mit 
einer Lederlochzange aus den infiltrierten Bezirken 
Scheibchen von 4 mm Durchmesser entnommen und mit einer 
Feinwaage ausgexvogen* Der Quotient zwischen Test- und 
Kontrollhautprobe wird als Korrelat der Hautreaktivitat 
erfafit. 

c) Isolierung von Peritonealexsudatzellen nach Peptonstimu- 
lation 

Meerschweinchen wurden intraperitoneal 1o ml 5 % pankreat 
sches Pepton (Kaseinat) injiziert und zur Gewinnung von 
granulozytenreichem Exsudat 24 h spatur die Bauchhohle 
mit isotonischem Puffer unter Zusatz von o,5 % EDTA ge- 
spiilt. Die Zellsuspensionen wurden gewaschen, gezahlt 
und auf die Zellzahl von 2,5 x 1o 5 /pl eingestellt. 

d) Vorbehandlung der Migrationsf lachen 
Plastik-Petrischalen der Fa. Falcon Plastics (Polys tyrol) 
0 6 cm wurden iiber Wacht mit phosphatgepuf f erter Koch- 
salzlosung (PBS) pH 7,4 inkubiert und anschlieBend mit 
1o ml einer Losung von jeweils 1mg/rnl HSA oder RGG in 
PBS erneut 2 h bei 37 C inkubiert* AnschlieBend wurden 
die Proteinlosung entfernt und die Petrischalen jeweils 
dreimal mit lo ml phosphatgepuf ferter Kochsalzlosung ge- 
spiilt . 



Herstellung der Agaroseplatten 

0,8 g Agarose (ITexnbiochemie, Sallies KG) wurden xm Was- 
serbad in 45 ml Aqua dest. gelost und auf 48 C abge- 
ktihlt. Sodann wurden 45 ml vorgewarmtes doppelt konz^n- 
triertes Zellkulturmedium hinzugefiigt, dem zuvor 1o ml 
inaktiviertes Pferdeserum zugesetat wurden. Bei dem 
Zellkulturmedium handelt as sich um minimal essentxel 
m edium (MEM) nach Eagle, dem Antibiotika (60 U/ml 
Penicillin, 60 ug/ml Streptomycin) und 1o mM HEPES- 
Puffer zugesetzt wurden (pH eingestellt auf 7 , 2 bxs 7, 3) . 
Die Agaroselosung wurde rasch auf die vorbereiteten 
Petrischalen verteilt und nach etwa 2 h wurden mxt 
einer Teleskopkanule Locher von 2 mrr. Durchiuesser ausge- 

stanzt. 
Testansatz 

Mit einer Mikroliterspritze verbunden mit Dosxergerat 
wurden jeweils 4 ul der vorbereiteten .Zellsuspensionen 
auf die Stanzlocher der Petrischalen verteilt (4 bxs 
6 fache Parallelansatze pro Petrischale und jeweils 2 
in gleicher Weise vorbehandelte Petrischalen) und 18 h 
bei 37 C inkubiert. 

) Auswertung _ . _ 

ZunHchst wurden die Migrationshofe durch 3 ewexls 3o mxn 
Inkubation mit mind. 7o * Alkahol odor Methanol und 
30 % Formalin fixiert, die JUjaroscsCicht ubgoUoben und 
die Migrationshof-Durchmesser bestimmt. Dann wurden 
Migrationsindizes (MI) errechnet, die dem Quotienten aus 
Durchmesser bzw. errechneter Flache mit und ohne vorherx 
ger Proteinbeschichtung entsprechen: 
Tnittl. Migrationsflache f— >"" Protein = ^ 

xnittl. Migrationsflache(Durchm.)ohne Protein 
' Die Migrationshofe wurden in einem umgebauten Lesegerat 
£ Qr Mikrofilme ausgemessen und mit Hilfe eines Bechner- 
programmes Standardabweichungen und Variationskoef fx- 
zienten berechnet. 
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Interpretation der Resultate 

Am 14. Tag nach der lmmunisierung wurden diu- ffeerschwuin- 
chen getotet, nachdera zuvor ihre Sensibilisierung im Jlaut- 
test gepruft worden war. Durch Peptoninjekt ion war ein 
Peritonealexsudat erzeugt worden, dessen Zellen 24 h nach 
der injektion zu 2o % aus mononuklearen Zellen und zu 
8o % aus polymorphkernigen Granulozyten bestehen, so 
daB ein gunstiges Verhaltnis zwischen sensibilisierten 
Lyraphozyten und Indikatorzellen vorliegt. 

Fig. 1 der beigefugten Zeichnung zeigt in Form von Saulen- 
diagranrmen die absoluten Flachen der Migrationshofe in 
Petrischalen ohne proteinbeschichtung (Kontrollen) , mit 
HSA und RGG jeweils fur Zellsuspensionen von Kontrolltie- 
ren und von iromunisierten Tieren. Darunter sind fur die 
Flachen bzw. fur die Durchmesser die jeweiligen Migrations- 
indizes angegeben (in % der Kontrolle, d. h. MI . 1oo) . 
Es 'ist ersichtlich, daB nur auf denjenigen Oberflachen die 
Migration gehemmt war, die mit dem zur lmmunisierung -der 
jeweiligen Tiergruppe verwendeten Proteinantigen beschich- 
tet waren. Wie allgemein iiblich, wurde als Entschei dungs - 
schwelle fur gehemmte Migration ein MI von o,8o (8o) oder 
darunter verlangt, wenn mit Migrations flachen gerechnet 
wurde (MI A ) . Auf Grund der signifikanzberechnungen waren 
allerdings noch hohere Schwellenwerte zulassig gewesen. 
Lediglich das dritte mit RGG immunisierte Tier (gestrichel- 
te Kolumne in der Abbildung) wies keine signifikante 
Hemmung auf. Im Vergleich mit den Ergebnissen des Hauttests 
zeigte sich, daB dieses Tier nicht hinreichend sensibili- 
siert war. Das AusmaS der Migrationshemmungen entspricht 
den Ergebnissen mit herkonunlichen Verfahren ebenso wie die 
erzielte Aussage. 

Beispiel 2 

Als Beispiel einer humanmedizinisch relevanten Typ IV - 
uberempfindlichkeit wurden Patienten mit gosichertem 



Chromatekzem, zumeist Bauarbeiter die haufig mit « 
naltigem Zement in Kontakt kommen, und zum Verglexch nxcht 
sensibilisierte gesunde Spender herangezogen. Hauttests 
warden in ublicher Weise intrakutan durchgefuhrt, urn den 
Sensibilisierungszustand der Patienten zu bestatigen. 

Ira Test wurden Leukozyten aus dem periphery Blut dieser 
Probanden eingesetzt. Sie wurden auf Plastxk.Petrischalen 
getestet, die zuvor mit chromverbindungen beschichtet wor- 
den waren. 

a) vorbehandlung der Migrations flachen 

Verfahren wurde, wie unter Beispiel 1 d) beschrieben, 
durchgefuhrt. Statt Proteinlosungen wurden Losungen 
von 1 mg/ml CrCl 3 bzw. K^O, in PBS zur Inkubation 
verwendet (entspricht dreiwertigem bzw. sechswertxgem 
Chrom) . Urn Adsorption und vor allem die inversion zu 
dreiwertigem Chroia zu begiinstigen, wurde in exnxgen 
Petrischalen Cystein zugesetzt. In weiteren drei Petrx- 
schalen wurde zunachst, wie unter 1 d) beschrieben, mxt 
HSA und anschlieflend mit K^r^ inkubiert und an- 
schlieBend dreimal gespuhlt. 

b) Herstellung der Agaroseplatten 

Verfahren wurde, wie unter Beispiel 1 e) beschrieben, 
durchgefuhrt. 

c) Testansatz 

Peripheres Venenblut der Probanden wurde mit Heparxn 
(5o U/ml) und einem Sedimentationsbeschleuniger vex- 
setzt (auf 16 ml Blut 4 ml Infukoll-6 %, Serumwerk 
Bemburg) und 1 h bei 37 C inkubiert. Der leukozyten- 
haltige tiberstand wurde abgehoben und mit Hank's 
" Losung gewaschen (1o min 35o g max , zweimal je 8 mxn 
26o g ) • Zur Beseitigung von Erythrozytenkonta- 
minatTSen wurde eine hypotone Lyse mit Aqua dest. 



zwischengeschaltet (3o sec, 4C) . Die Zcllen wurden 
gezahlt und auf eine Packungsdichte von 2,5. 1o weiBe 
Zellen/pl eingestellt. In jeweils 4 rarallelansatzen 
wurden" 4 jjlI in die SfcanzlScher der Agaroseschichten 
eingefullt. Es folgte eine Inkubation von 18 h bei 
37 C. 

) Auswertung 

Verfahren wurde, wie unter Beispiel 1 g) beschrieben, 
dur chge f tihrt . 

Interpretation der Result ate 

Das Chromatekzem zahlt zu den wich tigs ten Beruf sderma- 
tosen, Testet man auf herkommliche Weise die Sensibili- 
sierung gegemiber Chromverbindungen, so wird der Pa- 
tient epikutan Oder intrakutan exponiert. Dies sollte 
vermieden werden. AuBerdein sollte die Sensibilisierung 
exakter erfaBt werden, als dies in einem Hauttest raog- 
lich ist. Prophylaktisch ware ein expositions freies 
screening von Risikogruppen wiinschenswert. Hauptsach- 
lich wurde dieses Krankheitsbild jedoch ausgewahlt', 
um mit einer unproblematischen eindeutig chemisch 
charakterisierten. Verbindung die Funktionsfahigkeit 
des erfindungsgemafien Verfahrens (solid-phase LOTA) 
nachzuweisen. Dabei sind CrCl 3 und K 2 Cr 2 0 ? als Haptene 
zu betrachten, die erst nach Bindung an Plasmaprpteine 
(durch Konzentration und Vernetzung der Determihanten) 
als Antigen wirksam werden konnen. 

Wie aus Fig- 2 ersichtlich ist (die ersten drei Spalten) , 
- fuhrten adsorbierte Chromverbindungen nicht zu differen- 
zierenden Ergebnissen zwischen gesunden Probanden und 
- chromatekzematiker, obwohl die hochste Beladungsdichte 
der Ansatze in Fig. 2 bei No. Ill (Zusatz von Cystein) 
festgestellt wurde (mit Hilfe der Atomabsorptions- 
spektrophotometrie) . Leukozyten beider Gruppen waren etwa 
in gleichem MaBe gehemmt. 
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N ach Doppelbeschichtung «lt Hx^an-Serun.al^n (HSA) und 
einer Chrowerbindung warden jedoch die Leukozyten der 
Chrcatekzeiaatiker i» Gegensatz zu den Vergleichsper- 
sonen starker gehemmt. 

Das Beispiel ,1,*, « ««— 9-9-M-" sol "- p ^" 

LMTA .uch 2s ll»r-itt«lte sensibillsierung geg.nuber Hap- 
tenen feststelibar 1st und da* dieser Tast fur -enschl.che 
^ u„d Minisch-dia^ostiscne F ra g e S tellu„ g an an- 

gewendet werden kann. 
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FIG. 3 



FIG U 





Nummer: 
int. CI. 3 : 
Anm Idetag: 
Offenlegungstag: 



Q'f Jul! 1982 

31 19269 
C 12 Q 1/00 
14. Mai 1981 
2. D zember 1982 



CN 
O 

Ll. 





• • mm ^» ° 


hrom 
flache 




> 




QOO o ooo o o 


von C 
ationsi 






o oo o o <*> 


• • • 


elung 
e Migr 


o 




o o 


□ODO coo 

mm* — • 

— ' 1 » — f JL ~ 


S § 


co 
o 





co r»-^ co to 




